Oponentsky posudek na habllitaéni praci
Mgr. Karel Kubicek, Ph.D.

»NMR-based Structural Biology for Studying Blomolecular Interactions.”

PfedloZend habilita¢ni prace se sestdva z 31 stran textu a 8 kopii originalnich €lankd,
které se vztahuji k tématu habilitacni prace. Prace je napsana v anglictiné a jejim tématem je
vyuziti NMR spektroskopie pro studium interakci biomolekul. Textova ¢ast prace je rozdélena
do étyr hlavnich kapitol. Prvni kapitola je tvod, druha se zabyva predstavenim péti riznych
biologickych systém, na kterych autor studoval vzajemné interakce biomolekul. Treti a
Ctvrta kapitola je ladéna spiSe prakticky a autor v ni popisuje experimentalni stranku NMR
spektroskopie se zaméfenim na studium interakci biomolekul.

Jak jsem jiz zminil, dvod prace obsahuje predstaveni péti biologickych systém,
konkrétné tubulinu, RNA polymerazy li, téeti kapitola je vénovdna C-terminalnim doménam
RNA polemerazy ll, €tvrta cis-platiné a jejim derivatiim a posledni kapitola pojednava o RNA
vaiicich proteinech. Na tomto misté bych si dovolil malou vytku k obsahu vySe zminénych
kapitol. Obecné pfedstaveni kazdého systému je naprosto v pofadku pro uvedeni étenare do
zpracovavané problematiky. Podle mého nazoru by vsak rozhodné nebylo na skodu rozsifit
tyto kapitoly o struény popis vysledkt, které autor dosahl, a které jsou déle detailnéji
popsany v kopiich publikovanych €lankd. Mnohdy by stacilo jen ponékud rozsirit strucny,
jednovétny uvod pred kazdym €lankem alespori na rozsah paragrafu., ktery by mohl
obsahovat i autorovo hodnoceni téchto vysledktl (na coZ neni prostor v abstraktech ¢lanku).

Moje dalsi pfipominka se tyka volby témat v kapitoldch tfi a ¢tyfi, kde autor popisuje
nastroje a postupy NMR spektroskopie, které jsou vyuzivany pro studium interakci
biomolekul. Misto ponékud rozvlaéného odvozeni disocia¢ni konstanty bych na tomto misté
preferoval spiSe zminku o modernich metodach typu CEST, pfipadné relaxacni disperze,
které se v dnesni dobé ¢im dale vice vyuZivaji pravé pro studium interakci biomolekul. Na
druhou stranu v8ak uznavam, Ze vybér popisovanych témat v habilitacni praci je plné
v kompetenci autora, jen mi to nedalo se o tom nezminit.

Z predloZené prace vyplyva, Ze se autorovi podafilo dosdhnout mnoha, velmi
kvalitnich vysledkd, které byly publikovany v renomovanych periodikach. DneSni moderni
strukturni biologie neni o jedné metodé, nybrz o kombinaci vysledku riznych
experimentalnich metod, napt. cryo-EM, X-ray, SAXS a dalSich, spolu s vyuzitim
bioinformatiky a sofistikovanych vypocetnich metod. A pravé takovyto pfistup je patrny
z autorovych publikaci, kdy vyuziva Spickové vybaveni svého mateiského pracovisté a
dovedné kombinuje experimentalni vysledky instrumentalnich a biochemickych metod,
spolu s vypocetnimi metodami za u¢elem maximalizovani vysledného efektu v podobé co
nejvétsiho mnoistvi informaci o studovaném systému. Mgr. Kubiéek je autorem 19 publikaci
s celkem 479 citacemi a h-indexem 10.

Zéavérem svého posudku rad konstatuji, Ze Mgr. Karel Kubiéek, Ph.D. je velmi
nadanym piedstavitelem nové generace strukturnich biologt, kterému se podafilo



dosdhnout pozoruhodnych vysledk( ve svém oboru. Na zakladé vySe uvedenych skuteénosti
se domnivam, Ze uchazec jednoznacné splnil zakonné poZadavky kladené na habilitacni
prace v oboru biofyzika, a proto doporucuji jeho praci pfijmout jako podklad pro dalsi fizeni
vedouci k udéleni titulu docent.

V Praze, dne 27.2. 2020 prof. Ing. Richard Hrabal, CSc.



Posudek oponenta habilita¢ni prace

Uchazet Mgr. Karel Kubicek, Ph.D.

Habilitaéni prace NMR-based Structural Biology for Studying Biomolecular
Interactions

Oponent Prof. RNDr. Tomas Obsil, Ph.D.

Pracovi$té oponenta, instituce Katedra fyzikdlni - a makromolekularni chemie,

Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova

Habilita¢ni prace Mgr. Karla KubiCka, Ph.D. se zabyva vyuZitim metod jaderné magnetické
rezonance (NMR) pfi studiu biomolekularnich interakci. Metody NMR maji v ramci strukturni biologie
Siroké vyuZiti, zejména pak pfi studiu interakci proteint ¢i nukleovych: kyselin s rGiznymi vazebnymi
partnery. Habilitant v rdmci své dosavadni védecké kariéry vyuZil metody NMR pfi studiu fady
systéml véetné charakterizace interakci protein-ion, protein-protein, protein-RNA ¢ strukturni
charakterizaci modifikované DNA nebo ligandu navdzaného na protein a tomu odpovida i vybér
publikaci, které dr. Kubicka zaclenil do svého habilitacniho spisu.

Vramci uvodnich kapitol své habilitacni prace dr. Kubitek detailnéji diskutuje: (i) Objasnéni
struktury Tubulysinu A navdzaného na protein tubulin, ktery je zdkladni sloZzkou mikrotubuld.
Tubulysin A je peptidickd sloucenina, ktera destabilizuje polymeraci tubulinu a vykazuje vyrazné
antiangiogenni vlastnosti.; (ii) Strukturni charakterizaci interakci domén interagujicich s C-terminalini
doménou RNA Pol !l (CTD). Tyto domény patti mezi tzv. CTD-readers, tedy proteiny rozpoznavajici
CTD nesouci unikatni pattern post-translacnich modifikaci.; (iii) Strukturni charakterizaci aduktl
derivatl cisplatiny s duplexem DNA; a (iv) VyreSeni struktury komplexu RNA sRNA-vazebnou
doménou proteinu Nab3 (nuclear polyadenylated RNA-binding protein), ktery spolu s proteinem
Nrd1 tvoti komplex hrajici kliCovou roli v regulaci RNA Pol Il.

V nasledujici kapitole pak dr. Kubi¢ek popisuje ptipravu vzorkl pro NMR méfeni a obecné principy
studia molekulovych interakci metodami NMR. Habilitacni spis dédle obsahuje osm vybranych
publikaci dr. K. Kubicka a jeho spolupracovnikl tykajici se diskutovanych témat a celkové shrnuti.
Vybrané prace byly publikovédny ve velmi kvalitnich zahrani¢nich ¢asopisech, napt. The Proceedings of
the National Academy of Sciences USA, EMBO Reports, Molecular Cell, Nucleic Acids Research &i
Angewandte Chemie Int. Ed.

Dle tdaji z listopadu 2019 Dr. Karel Kubicek zatim publikoval 19 praci, které ziskaly 386 citacnich
ohlast bez autocitaci, Hirschv index kandidata byl 10. Mezi nejvice citované patfi publikace v PNAS
USA tykajici se tGlohy Cu-vazajicich proteini na tvorbé kvarterni struktury bakteridlni cytochrom ¢
oxidasy (citovdna 61x), Genes and Development tykajici se interakce RNA Pol Il s proteinem Nrd1
(citovana 55x), Angewandte Chemie Int. £d. tykajici se interakci tubulinu s epothilonem (citovana
54x) a Molecular Cell tykajici se koordinace terminace transkripce a degradace nekddujici RNA
(citovdna 45x). To vSe svédci o tom, Ze dosavadni prace Dr. Karla Kubitka a jeho spolupracovnikt
vyznamné pfispéla k problematice studia interakci biomolekul a ziskala zna¢nou pozornost védecké
komunity v oboru.

PredloZena habilitacni prdce jednozna¢né ukazuje, Ze Dr. Karel Kubicek patfi mezi zkuSené
strukturni biology s vynikajicimi vysledky. Je expertem na strukturni analyzu proteint a jejich



komplext pomoci metod NMR. Metodicky zabér Dr. Karla Kubicka je vsak $irsi, kromé NMR vyuZiva
napfi. i metody kryoelektronové mikroskopie.

Dotazy oponenta k obhajobé habilitacni prace

K predloZené habilitacni praci mam nékolik dotazu, které jsou spiSe naméty do diskuse:

1. Ovlivni zavedeni NMR spektrometrt s vodikovou frekvenci 1.2 GHz zasadnim zplisobem dalsi
rozvoj metod, které vyuzivate v rdmci svého vyzkumu?

2. Dostaly se néjaké slouceniny analogické tubulysinu (inhibitory polymerace tubulinu) do klinickych
zkousek ¢i dokonce do klinické praxe? Jaka je toxicita téchto latek?.

3. Jaky je posledni vyvoj v oblasti derivatu cisplatiny a jejich klinického vyuZziti?

4. PFi studiu interakci Nab3 s RNA (JBC 283, 3645-3657) ¢i Nrd1p CID s CTD RNA Pol Il & Trf4p NIM
(Mol. Cell 55, 467-481) byly vazebné afinity uréeny na zakladé méreni zmén staciondrni anisotropie
fluorescence. Pro¢ nebyly vazebné afinity uréeny z pfislusnych NMR titraci? Pokud byly, jak se
shodovaly s vysledky fluorescenénich titraci?

Zavér
Habilitacni prace Mgr. Karla Kubicka, Ph.D. ,NMR-based Structural Biology for Studying Biomolecular

Interactions” splituje pozadavky standardné kladené na habilitaéni prace v oboru Biofyzika.

V Praze dne 4. biezna 20

.........

podpis oponenta



Posudek oponenta habilitacni prace

Uchazet Megr. Karel Kubicek, Ph.D.

Habilitaéni prace NMR-based Structural Biology for Studying Biomolecular
Interactions

Oponent Ing. Vaclav Veverka, Ph.D.

Pracovisté oponenta, instituce Ustav organické chemie a biochemie, Akademie véd CR

PfedloZend prace je souborem pievainé vysoce kvalitnich védeckych publikaci spojenych jednoticim
uvodem. Ten vymezuje misto pro NMR spektroskopii v rdmci metod strukturni biologie, pFindsi
biologicky kontext pro studované systémy a podrobnéji se vénuje nejcastéjsi aplikaci biomolekularni
NMR spektroskopie — studiu interakci. Préce je zakonena poucenou diskuzi budouciho sméfovanim
strukturni biologie.

Vysledky - védecké publikace - prosly naroénym recenznim fizenim, proto nemam Zadné pfipominky
ani negativni komentare. Jak Dr. Kubicek sam uvadi, nejdulezitéjsi roli nejen NMR spektroskopie ale i
celé strukturni biologie je pfindSet odpovédi na zdsadni biologické otazky. Proto bych uvital blizsi
diskuzi béhem obhajoby zamérenou na molekularni interakce v regulaci eukaryotni exprese, kterym se
Dr. Kubicek dlouhodobé vénuje. K tomuto tiéelu mam nékolik konkrétnich dotazi (viz nize).

Zavérem konstatuiji, Ze predloZena prace tvofi dobry zaklad pro uspésné habilitacni fizeni a téSim se
na diskuzi béhem obhajoby.
Dotazy oponenta k obhajobé habilitaéni prace

1) Jakym zplUsobem pfispivaji nejnovéjsi strukturni studie k pochopeni fungovani eukaryotické
transkripce?

2) Nejvice publikaci se vénuje C-termindini doméné RNA polymerdzy Il. MuZete shrnout
nejvyznamné;jsi vysledky, které navazuji na tyto dfive publikované prace? Jaké z VaSich zavért
byly potvrzeny? Co bylo naopak upfesnéno?

3) Jaky maéte expertni nazor na vliv fazové separace na funkci C-termindlni domény RNA
polymerazy Il a dalsi procesy probihajici v jadfe bunék?

Zavér

Habilitacni prace Mgr. Karla Kubicka, Ph.D. ,NMR-based Structural Biology for Studying Biomolecular
Interactions” spliiuje poZadavky standardné kladené na habilitacni préce v oboru Biofyzika.

V Praze dne 29. inora 2020

podpis oponenta





